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摘要 
实验目的：本实验为研究剥夺雄激素条件下前列腺上皮细胞系 BPH-1 细胞
凋亡与细胞自噬的相互关系、Beclin-1 及其裂解片段与细胞凋亡过程的关系，验
证在剥夺雄激素的同时抑制细胞自噬是否能够显著的提高 BPH-1 细胞的凋亡水
平。 
 
研究方法：BPH-1 细胞传代过夜更换剥夺雄激素培养基培养 0、4、8、12、
16、20、24 小时后提取总蛋白，western blot 检测 LC3-II 蛋白的表达评价早期细
胞自噬水平的变化。剥夺雄激素培养基培养 0、4、8、12、24、36、48 小时后提
取总蛋白，western blot 检测 PARP-1 蛋白的表达评价细胞凋亡水平的变化。剥夺
雄激素培养基培养 0、12、16、20、24、28、32 小时后提取总蛋白，western blot
检测 PARP-1、LC3-II、Caspase-3 和 Beclin-1 蛋白的表达评价细胞凋亡和细胞自
噬水平变化之间的关系，同时观察凋亡过程中 Caspase-3 的活化是否伴随着
Beclin-1蛋白的水解。将BPH-1 细胞分为正常对照组(Control)、雄激素剥夺组(AD)、
抑制自噬组(AI)、剥夺雄激素+抑制自噬组(AD+AI)4 个组。正常对照组：BPH-1
细胞于含有 10%胎牛血清和 1×10-8mmol/L 双氢睾酮的 RPMI1640 培养基中培养；
剥夺雄激素组：BPH-1 细胞于含有 10%活性炭处理胎牛血清的无酚红 RPMI1640
培养基中培养；抑制自噬组：BPH-1 细胞于含有 10%胎牛血清、1×10-8mmol/L
双氢睾酮和 50μM 氯喹的 RPMI1640 培养基中培养；剥夺雄激素+抑制自噬组：
BPH-1 细胞于含有 10%活性炭处理胎牛血清和 50μM 氯喹的无酚红 RPMI1640 培
养基中培养。细胞进行相应处理后 24 小时通过流式细胞术检测各组细胞凋亡水
平。 
 
实验结果：western blot 结果显示：BPH-1 细胞剥夺雄激素培养基中培养 0、4、8、
12、16、20、24 小时，在 0 小时的时候 LC3-II 蛋白即有一定水平的表达，从 4～
16 小时 LC3-II 表达水平明显提高（P< 0.05），从 20 小时开始 LC3-II 蛋白的表达
量明显下降（P< 0.05）。BPH-1 细胞剥夺雄激素培养基中培养 0、4、8、12、24、
36、48 小时，在 0～12 小时的时候 PARP-1 蛋白表达水平无显著变化，24 小时
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开始 PARP-1 蛋白表达水平显著降低（P< 0.001）并出现水解片段。BPH-1 细胞
剥夺雄激素培养基中培养 0、12、16、20、24、28、32 小时，LC3-II 蛋白在 16
小时之前表达水平是增加的，16 小时之后 LC3-II 蛋白的表达水平明显下降；
PARP-1 蛋白在 16 小时之前表达水平并无明显变化，16 小时之后 PARP-1 蛋白的
表达水平开始明显下降；从 20 小时开始 Caspase-3 蛋白表达水平明显下降，同
时 Beclin-1 蛋白出现明显的 35KD 和 37KD 的水解片段。流式细胞术结果显示：
与正常对照组相比，剥夺雄激素组、抑制细胞组、剥夺雄激素+抑制自噬组的细
胞凋亡水平均显著增加（P＜0.01）；与剥夺雄激素组或抑制自噬组相比较，剥夺
雄激素+抑制自噬组均能够显著的增加前列腺上皮细胞的凋亡率（P＜0.001）。剥
夺雄激素与抑制自噬存在协同作用（P＜0.05）。 
 
实验结论：在剥夺雄激素条件下，前列腺上皮细胞 BPH-1 初期细胞自噬活
化发挥细胞代偿功能，而后细胞自噬水平降低并细胞凋亡水平增加，细胞自噬和
细胞凋亡表现为相互拮抗或相互抑制；细胞凋亡水平提高的过程中 Caspase-3 蛋
白活化的同时 Beclin-1 蛋白出现裂解片段；细胞凋亡诱导 Beclin-1 蛋白裂解产生
的 Beclin1-C 能够对细胞凋亡过程进行正反馈，这可能是剥夺雄激素治疗的机制
所在。剥夺雄激素或者抑制细胞自噬均能够显著增加前列腺上皮细胞凋亡水平；
剥夺雄激素与抑制细胞自噬能够产生协同作用进一步提高前列腺上皮细胞的凋
亡水平。 
 
关键词：前列腺增生；细胞自噬；细胞凋亡 
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Abstract 
Abstract 
Objective:This study was research on the relationship between apoptosis and 
autophagy of prostate epithelial cell line BPH-1 in the condition of androgen 
deprivation, at the same time, the relationship between the cleavage fragments of 
Beclin-1 protein and the process of apoptosis was also observed. In addition, This 
study verified whether inhibition of autophagy can significantly improve the level of 
apoptosis in BPH-1 cells in the condition of androgen deprivation. 
 
Methods:Total protein were extracted from BPH-1 cells that cultured for 0, 4, 8, 
12, 16, 20, 24 hours in the androgen deprivation medium.We used western blot to 
detect the expression level of LC3-II protein in the early stage of androgen 
deprivation, which was used to evaluate the changes of autophagylevel.Besides, we 
extracted total protein from BPH-1 cells that cultured for 0, 4, 8, 12, 24, 36, 48 hours 
in the androgen deprivation medium and detect the expression level of PARP-1 
protein in the condition of androgen deprivation, which was used to evaluate the 
changes of apoptosis level. In addition, BPH-1 cellscultured in the androgen 
deprivation medium for 0,12,16,20,24,28,32 hours and extracted total protein to detect 
the expression level of PARP-1,LC3-II, Caspase-3 and Beclin-1 protein, which was 
used to observe the relationship between cell apoptosis and autophagy level over 
time.BPH-1 cells were divided into 4 groups, namely control group (Control), 
androgen deprivation group (AD),autophagy inhibition group (AI), androgen 
deprivation plus autophagy inhibition group (AD+AI).BPH-1 cells of control group 
were cultured in the RPMI1640 medium containing 10% fetal bovine serum and 1 x 
10-8mmol/L dihydrotestosterone.BPH-1 cells of androgen deprivation group  were 
cultured in the phenol red free RPMI1640 medium containing 10% charcoal-stripped 
fetal bovine serum.BPH-1 cells of autophagy inhibition group  were cultured in the 
RPMI1640 medium containing 10% fetal bovine serum, 1 x 10-8mmol/L 
dihydrotestosterone and 50μMchloroquine.BPH-1 cells of androgen deprivation plus 
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autophagy inhibition group were cultured in the phenol red free RPMI1640 medium 
containing 10% charcoal-stripped fetal bovine serum and 50μMchloroquine.BPH-1 
cells of four groups were through the corresponding treatment for 24 hours, then, the 
apoptosis level of cells was detected by flow cytometry. 
 
Results: BPH-1 cells were cultured in the condition of androgen deprivation for 
0, 4, 8, 12, 16, 20, 24 hours,western blot assay displayed thatbasal levels of 
LC3-IIprotein could be detected even at the time of 0 hours; from 4 to 16 hours, the 
expression level of LC3-II was significantly increased(P< 0.05); from the beginning 
of the 20 hours, the expression level of LC3-II protein decreased significantly(P< 
0.05). BPH-1 cells were cultured in the condition of androgen deprivation for 0, 4, 8, 
12, 24, 36, 48 hours,western blot assay displayed thatfrom 0 to 12 hoursthe expression 
level ofPARP-1 protein had no significant change; from the beginning of the 24 hours, 
the expression level of PARP-1 proteindecreased significantly(P< 0.001) and the 
cleavage fragments of PARP-1 protein appeared. BPH-1 cells were cultured in the 
condition of androgen deprivation for 0, 12, 16, 20, 24, 28, 32 hours,the expression 
level of LC3-II protein was increased 16 hours beforeand decreased significantly after 
16 hours; the expression level of PARP-1 protein had no significant change 16 hours 
beforeand decreased significantly after 16 hours; from the beginning of the 20 hours 
the expression level of Caspase-3 protein decreased significantly, meanwhile, the 
fragments of cleavaged Beclin-1 protein occurred obviously in 35KD and 37KD.The 
flow cytometry analysis showed that the rate of cell apoptosis in androgen deprivation 
group,autophagy inhibition group, androgen deprivation plus autophagy inhibition 
group are significantly increasedcompared with the control group(P<0.01); compared 
with the androgen deprivation group or autophagy inhibition group individually, the 
rate of cell apoptosis in androgen deprivation plus autophagy inhibition group are 
significantly increased(P<0.001).There was synergistic effect between deprivation of 
androgen and inhibition of autophagy(P< 0.05) 
 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
Abstract 
V 
 
Conclusions:Under the deprivation of androgen, the activation of autophagy 
plays a compensation role for prostate epithelial cells in the early stage of 
androgendeprivation, thereafterthe level of autophagy was decreased and the level of 
apoptosis was increased, autophagy and apoptosis showed antagonistic or inhibitory 
interactionsin this process; Caspase-3 protein activation and Beclin-1 protein cleavage 
in the process of increasing the level of apoptosis;Beclin1-C protein produced by 
cleavage of Beclin-1 by which apoptosis induced can be positive feedback on the 
process of apoptosis, which may be the mechanism by which androgen deprivation 
produces therapeutic effects.Deprivation of androgen or inhibition of autophagy can 
significantly increase the level of apoptosis of prostate epithelial cells.Deprivation of 
androgen and inhibition of autophagy can produce a synergistic effect to further 
improve the level of apoptosis of prostate epithelial cells. 
 
Keywords：Benign prostatic hyperplasia; Autophagy;Apoptosis 
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1 绪论 
良性前列腺增生（Benign prostatic hyperplasia ,BPH）是由前列腺组织非恶性
增生所致的一种疾病，常见于中老年男性，随着年龄的增加几乎所有的男性都会
出现前列腺组织的增生与肥大[1]。全球多项尸检研究表明，良性前列腺增生组织
学水平的患病率在30岁男性中约为10%，40岁时为20%，60岁时为50%～60%，
70岁至80岁时为80%～90%[2]。联合国秘书处的经济和社会事务部所发布的2012
版世界人口展望中显示，中国的老龄人口比例、全国人口的平均年龄以及预期寿
命都在不断的增加，中国社会已经步入老龄化[3]。良性前列腺增生的发病率必然
也会随着老龄化的发展而增加。 
根据疾病不同进展程度，良性前列腺增生可以采取的处理措施包括：病情观
察等待、药物治疗和手术治疗[4]。当BPH所致症状轻微并且不影响患者的日常生
活时，建议患者采取观察等待并定期复查。当症状对患者造成困扰时，建议患者
采取药物治疗。1925年F Reischauer发现前列腺生长过程中激素发挥着重要的作
用，1937年人们首次使用合成的己烯雌酚用于治疗前列腺癌，时至今日已经研究
出了许多的药物用于治疗前列腺疾病。当患者可能存在严重的症状时，就要考虑
使用外科手术进行干预，目前使用最广泛的就是经尿道前列腺切除术
（transurethral resection of prostate, TURP）。由于前列腺增生是一种慢性进展性疾
病，在出现严重的症状之前，患者通常都经过了长期的药物治疗，而外科手术治
疗有一定的风险并且有许多的并发症，因此提高药物的治疗效果对于延缓疾病进
展和减少手术机会非常重要[5]。目前5α还原酶抑制剂（5-α reductase 
inhibitor,5-ARI）是唯一一种能够降低前列腺组织双氢睾酮（Dihydrotestosterone, 
DHT）浓度从而使前列腺体积减少的药物，但是目前5-ARI的治疗效果并不十分
理想，使用5-ARI仅能减少20%的前列腺体积，4年内减少约55%的手术风险，因
此前列腺增生的药物治疗还有许多潜力可以发掘[6; 7]。 
目前BPH的具体发病机制尚未得到完全阐明。经过长期的研究，关于BPH的
发病机制有许多的学说，包括激素-内分泌学说、细胞凋亡学说、生长因子学说、
胚胎再唤醒学说等等，但是还没有一种学说能够全面的解释BPH的发病机制[8]。
细胞自噬与激素及生长因子剥夺、细胞凋亡、细胞分化等领域均有密切的联系。
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
绪论 
2 
 
目前在前列腺癌领域的研究结果表明，在前列腺癌的治疗过程中，自噬是发挥细
胞保护作用的机制，抑制细胞自噬后能够显著提高前列腺癌细胞的凋亡水平[9-14]。
由于前列腺细胞增生与前列腺癌可能均有细胞凋亡功能异常，治疗的重点在于增
加细胞的凋亡水平，因此抑制细胞自噬提高细胞凋亡在前列腺增生领域也是大有
可为的，也是目前的研究热点之一。目前研究发现在服用5-ARI的前列腺增生患
者中，雄激素后的初期自噬相关基因的表达是增强的[15]；在动物实验和细胞实
验中均表明，在剥夺雄激素的情况下，抑制细胞自噬能够显著增加前列腺上皮细
胞的凋亡水平[7; 16]，但是其具体机制尚未阐明。 
1.1 细胞凋亡 
凋亡（apoptosis）一般是指机体细胞在发育过程中或受到一些些因素刺激，
由细胞内基因及其产物调控而发生的一种程序性细胞死亡(programmed cell 
death)。凋亡最初是在昆虫蜕变中发现的一种调节性过程，之后在脊椎和非脊椎
动物的胚胎发生和发育过程同样发现了这种程序性的细胞死亡。1972 年Kerr和
他的同事将细胞皱缩和染色质边集这种细胞现象命名为凋亡（apoptosis）。凋亡
这个词源于希腊语，意旨脱离的叶子，并且他们发现在病理情况下也可以观察到
同样的细胞凋亡现象。通常细胞凋亡也被称为I型程序性细胞死亡，是一个需要
能量的过程。细胞核皱缩、染色质凝集和凋亡小体的形成是凋亡的标志性特征。
除了了细胞形态学的改变，在生物化学方面凋亡同样有典型的变化，比如半胱天
冬酶（caspase）的活化、PARP-1蛋白水解以及DNA断裂成寡聚核小体，目前认
为经典的凋亡是caspase依赖的过程。 
凋亡的信号通路总的来说可以分为内源性和外源性两种。 
外源性凋亡途径，又称为死亡受体通路。外源性凋亡通路通过属于肿瘤坏死
因子（TNF）家族的可溶性分子诱导，这些可溶性分子是以同源三聚体的形式分
泌的。肿瘤坏死因子可以和细胞膜上的肿瘤坏死因子受体家族（TNF-Rs）相结
合从而进行同源三聚体的聚合以及活化[17]。肿瘤坏死因子受体家族含有死亡结
构域（Death Domain，DD），能够招募其他的含有DD结构的蛋白，比如1型肿瘤
坏死因子受体相关死亡结构域蛋白（TRADD）和Fas相关死亡结构域蛋白（FADD），
而TRADD和FADD能够与启动caspase-8和10相结合使其发生同源活化。TNF-R、
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FADD（以及最终的TRADD）和caspase-8、10所形成的复合物称为死亡信号诱导
复合物（DISC）。活化后的caspase-8和caspase-10能够剪切产生效应物caspase-3、
caspase-6和caspase-7，这些剪切后的效应物在细胞凋亡的最后阶段负责细胞的分
解[18]。 
内源性凋亡途径，又称为线粒体／细胞色素C介导的通路。内源性凋亡通路
可以通过许多的刺激启动，例如DNA损伤药物作用、氧化应激、缺氧和生长因
子的缺乏等，这些刺激最终通过作用于线粒体激活凋亡通路。凋亡通路的激活中
最关键的就是线粒体外膜通透性的改变，最终导致caspase-3的激活[19]。Bcl-2超
家族是一群具有BH3（Bcl-2同源）结构域的成员构成，BH3结构域的存在能够使
得Bcl-2超家族中的成员之间相互作用，而线粒体的完整性则是由Bcl-2超家族所
控制的[20]。Bcl-2家族又可以分为两类不同的蛋白：一类是促进凋亡的蛋白，比
如Bax、Bak、Bid、Bad、Noxa和PUMA；另一类是拮抗细胞凋亡的蛋白，例如
Bcl-2、Bcl-XL、Mcl-1和A1。当细胞凋亡的时候，促凋亡蛋白Bak能够形成同源
二聚体然后嵌入线粒体的外膜，形成一个生物孔道从而激活内源性的凋亡途径。
抗凋亡蛋白Bcl-2蛋白能够干扰这个过程，避免线粒体膜通透性的增加，鉴于线
粒体中含有多种促凋亡因子（例如细胞色素C、AIF、Smac/DIABLO、HtrA2/Omi
和核酸内切酶G），因此Bcl-2蛋白对内源性凋亡途径的拮抗作用就显得尤为重要。 
随着线粒体通透性的增加，细胞色素C移位到细胞质中与凋亡蛋白激活因子
1（Apoptotic Protein Activating Factor-1，Apaf-1）相结合，进入促进凋亡小体的
形成。凋亡小体能够招募并活化caspase-9，caspase-9进一步活化caspase-3从而促
进凋亡的发生[21]。 
细胞中存在着一些特异性的Caspase抑制物，称为凋亡蛋白酶抑制剂
（Inhibitor of Apoptotic Proteases，IAP），IAP能够通过结合各种caspase来抑制其
促凋亡的作用。线粒体分别通过释放Smac/DIABLO和HtrA2/Omi来结合IAP并将
其裂解，以中和IAP的作用[22]。线粒体能够向细胞核内释放包括核酸内切酶在内
的多种核酸酶，这些核酶能够将DNA降解，这是凋亡程序的最后一步。在caspase
非依赖性凋亡和多聚ADP核糖聚合酶-1依赖性细胞死亡(PARthanatos)过程中也
存在这DNA的降解，而后者主要的特征表现为PARP-1的活化、多聚ADP核糖过
剩、AIF由线粒体转移到细胞核[23]。细胞凋亡时所产生的细胞碎片能够为周围具
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